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研究成果の概要（和文）：脂質性シグナル分子産生酵素のPIP5KとPLDの各アイソザイムの生理
機能解析を行った。PIP5Kγ661は、海馬神経細胞において、クラスリンアダプター複合体AP-2
と相互作用してAMPA受容体のエンドサイトーシスを促進し、長期抑制を誘起すことを明らか
にした。さらに、PIP5KαとPIP5Kβは、精子形成に重要であることを明らかにした。また、PLD
は、好中球機能に重要であることが報告されているが、それらの研究結果はアーチファクトで
ある可能性を示唆した。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： In this study, the physiological functions of lipid signaling 
molecule-producing enzymes, PIP5K and PLD, have been investigated. It was found that PIP5Kγ661 is 
dephosphorylated upon NMDA stimulation of hippocampal neurons, interacts with the adaptor complex 
AP-2 and stimulates the endocytosis of AMPA receptors, thereby inducing the long-term depression. On 
the other hand, PIP5Kα and PIP5Kβ were found to regulate spermatogenesis. Lastly, it was suggested 
that PLD is not involved in the neutrophil functions, such as superoxide generation and enzyme release, 
although the involvement of PLD in these neutrophil functions have been reported. 
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１．研究開始当初の背景 
 申請者は、脂質性シグナル分子産生酵素で
あるホスファチジルイノシトール4-リン酸5-
キナーゼ（PIP5K）とホスホリパーゼＤ
（PLD）の各アイソザイム特異的な活性調節
機構とそれらの生理機能の解明に焦点をあ
てて研究を進めていた。その過程で、一部で
はあるが、PIP5Kアイソザイムの上流因子あ
るいは下流因子として機能するパートナー
蛋白質を同定し、パートナー蛋白質の機能か
らPIP5Kアイソザイムの細胞機能を推察し
て研究を進めることにより、その解明に成功
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 している。すなわち、ヒトPIP5Kの三種類の
アイソザイムα、β、γのうち、PIP5Kβの活性
化因子として低分子量Ｇ蛋白質Arf6を同定
し、Arf6が細胞膜ダイナミクスを制御するこ
とから、Arf6により活性化されるPIP5Kβを
介するシグナル伝達系は細胞膜ダイナミク
スを制御するものと推測して研究を進めた
結果、この脂質性シグナル伝達系は非神経細
胞において細胞運動に必須の構造体である
ラッフル膜の形成に重要な役割を果たして
いること（Cell 99, 521-532, 1999）、神経細
胞においてはArf6が別のPIP5Kアイソザイ
ムであるPIP5Kαの活性化因子として機能し
て、後シナプスのスパイン形態を制御するこ
と（未発表データ）、また、神経細胞におい
て、クラスリン依存性エンドサイトーシスに
関与するアダプター蛋白質AP-2複合体が
PIP5Kγのスプライシングバリアントの一つ
であるPIP5Kγ661の上流で活性化因子とし
て機能すると同時に、下流因子としても機能
することを見いだし、この脂質性シグナル伝
達系は神経細胞においてシナプス小胞のエ
ンドサイトーシスに重要な役割を果たして
いることを明らかにした（EMBO J. 26, 
1105-1116, 2007）。このように、申請者は、
脂質性シグナル分子産生酵素のパートナー
蛋白質を同定することにより、脂質性シグナ
ル分子産生酵素の各アイソザイムやスプラ
イシングバリアント特異的な生理機能の解
明に成功しつつあった。このストラテジーを
用いて解析を進めることにより、上記二種類
の脂質性シグナル分子産生酵素PIP5Kと
PLDのそれぞれのアイソザイムとスプライ
シングバリアントに特有の活性調節機構と
生理機能を解明できることが期待され、脂質
性シグナル伝達系における分子多様性の意
義を理解することが可能となる。 
 また、蛋白質・酵素の生理機能解析におい
ては、ノックアウト（KO）マウスの作製と
その表現型の解析が非常に有用な解析方法
となる。上記のパートナー蛋白質の探索とそ
れを基盤とした生理機能解析に加えて、
PIP5KとPLDの各アイソザイムのKOマウス
の作製とそれらの表現型解析を行うことに
より、これらの分子の生理機能に対する理解
を深めることが出来る。 
 このような研究成果背景のもとに、本研究
では、「パートナー蛋白質の探索とそれを基
盤とした生理機能解析」と「KOマウスの作
製と表現型解析」の２つのストラテジーを並
列して進行させたPIP5KとPLDの機能解析
を計画するに至った。 
 
２．研究の目的 
 シグナル伝達は生命の恒常性維持や発生に
必須の細胞現象であり、シグナル伝達を制御
する分子の活性制御機構と生理機能の解明は、
生命現象の理解を深めて、疾病の発症メカニ
ズムの解明や創薬、治療法、診断法の開発に
繋がる極めて重要な研究課題として位置づけ
られている。申請者は、細胞内でリン脂質代
謝酵素によって産生される細胞膜リン脂質代
謝産物がシグナル分子として機能する“脂質
性シグナル伝達系”についての研究を進めて
いる。特に、多彩な機能を持つ脂質性シグナ
ル分子ホスファチジルイノシトール4,5-二リ
ン酸（PIP2）の産生酵素PIP5Kと、脂質性シグ
ナル分子として認識されているホスファチジ
ン酸（PA）の産生酵素PLDの二種類の脂質性
シグナル分子産生酵素を介する脂質性シグナ
ル伝達系の生理機能を解析している。これら
の脂質性シグナル分子産生酵素には分子多様
性があり、ほ乳類PIP5Kにはα、β、γアイソザ
イムとPIP5Kγ635、PIP5Kγ661、PIP5Kγ687ス
プライシングバリアント、およびほ乳類PLD
については、PLD1とPLD2アイソザイムおよ
びPLD1aとPLD1bスプライシングバリアント
が存在する。これらのアイソザイムやスプラ
イシングバリアントのそれぞれがどのよう
な細胞生理機能を制御して個体レベルでの
生理機能をどのように役割分担しているの
かは不明であり、その解明は重要課題となっ
ている。この点を解明することにより、脂質
性シグナル分子産生酵素の分子多様性の意
義を総括的に理解することが可能となり、脂
質性シグナル伝達系の破綻に起因した疾病
を発見できることが期待できる。 
 申請者はこれまでに、一部のPIP5Kアイソ
ザイムのパートナー蛋白質を同定して、その
機能から脂質性シグナル伝達系の生理機能
を推測して解析を進めることにより、その解
明に成功している（Cell 99, 521-532, 1999; 
EMBO J. 26, 1105-1116, 2007）（上記「１．研
究開始当初の背景」を参照）。このように、
シグナル伝達系の鍵分子に対するパートナ
ー蛋白質の同定をきっかけに、鍵分子の生理
機能を解明することが可能となる。しかしな
がら、これまでから酵母two-hybrid 
法やシグナル伝達系鍵分子を固定化したア
フィニティーカラムを用いたパートナー蛋
白質の探索が行われているが、これらの方法
によって同定された蛋白質は必ずしも生理
的なパートナー蛋白質であるという保証は
なく、確実に生理的に意義のあるパートナー
蛋白質を探索・同定する方法が望まれる。こ
の点をブレイクスルーする最良の方法は、ア
ゴニスト刺激依存的に内在性シグナル伝達
系鍵分子と相互作用する蛋白質を検出でき
るアッセイ系を確立し、それを用いて解析す
ることである。 
 従って本研究では、上記二種類の脂質性
シグナル分子産生酵素のアイソザイムとス
プライシングバリアントの生理的パートナ
ー蛋白質を探索・同定し、その結果を基盤
  
とした新たな視点から、脂質性シグナル伝
達系の分子機構と生理機能を解明し、脂質
性シグナル分子産生酵素の分子多様性の意
義を明らかにする（図）。また、個体レベル
での脂質性シグナル伝達系の生理機能やそ
の破綻と疾患との関連性を明らかにするこ
とを目的として、上記の脂質性シグナル分
子産生酵素の遺伝子KOマウスを作製し、そ
の解析を行う（図）。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1)PIP5KとPLDの生理的パートナー蛋白質の
探索・同定とそれを基盤とした生理機能解析 
 各種の動物細胞をアゴニストで刺激した
後、PIP5KとPLDの各アイソザイム特異的抗
体アフィニティービーズを用いて内在性
PIP5KとPLDの各アイソザイムあるいはスプ
ライシングバリアントを免疫沈降する。ここ
で沈降した蛋白質をwestern blottingあるいは
質量分析により同定する。 
 脂質性シグナル分子産生酵素あるいはそ
れらに直接結合するパートナー蛋白質の相
互作用領域を細胞内に過剰発現させると、発
現させた相互作用領域が内在性の相手蛋白
質に結合するために、内在性の脂質性シグナ
ル分子産生酵素とパートナー蛋白質の相互
作用が阻害されるはずである。従って、これ
らの分子の相互作用領域は、脂質性シグナル
伝達系が制御する細胞生理機能を解析する
ための有益なツールとなる。そこで、脂質性
シグナル分子産生酵素とそれらのパートナ
ー蛋白質の相互作用領域を決定し、その相互
作用領域ペプチドを細胞に過剰発現させた
場合に変化する細胞機能を解析することに
より、脂質性シグナル伝達系が制御する細胞
機能を解明する。 
 
(2)PIP5KとPLD KOマウスの作製と解析 
 定法に従って、PIP5KとPLDの各アイソザ
イム遺伝子KOマウスを作製する。これらの
KOマウスの個体全体や各組織の観察により、
PIP5KとPLDの各アイソザイムに特異的な生
理機能を考察する。さらには、これらの脂質
性シグナル分子産生酵素の各アイソザイム
のダブルノックアウトマウス（D-KO）を作
製し、同様にそれらの表現型を解析し、分子
多様性の意義を考察する。 
 
４．研究成果 
(1)海馬神経細胞後シナプスでのPIP5Kγ661の
生理機能 
 哺乳類PIP5Kにはα、β、γの三種類のアイソ
ザイムが存在し、PIP5Kγにはγ635、γ661、γ687
の三種類のスプライシングバリアントが同定
されている。これらのうち、PIP5Kγ661は脳・
神経系に特異的に発現している。申請者は以
前、PIP5Kγ661はマウス海馬神経細胞の前シナ
プスにおいて、クラスリンアダプター蛋白質
のAP-2と相互作用して、シナプス小胞のクラ
スリン依存的エンドサイトーシスを制御する
ことを報告した（EMBO J. 26, 1105-1116, 
2007）。本研究では、マウス海馬神経細胞の
後シナプスのスパインにおける役割を解析し
た。その結果、AP-2アダプター分子の特異的
抗体を用いたwestern blotting解析により、
PIP5Kγ661は、マウス海馬神経細胞の後シナプ
スのスパインにおいても、NMDA刺激に伴っ
て脱リン酸化されてクラスリンアダプター蛋
白質のAP-2と相互作用することを明らかにし
た。さらには、AP-2との相互作用により、
PIP5Kγ661は顕著に活性化されることを見い
だした。AP-2との相互作用は、PIP5Kγ661のC
末端側26アミノ酸領域（PIP5Kγ661-C）が重要
であり、この領域のSer645が脱リン酸化され
ることを解明した。また、NMDA刺激により
AMPA受容体のエンドサイトーシスが促進さ
れ長期抑制が誘起されるが、これらの現象は、
疑似脱リン酸化PIP5Kγ661-Cを海馬神経細胞
に過剰発現して内在性のPIP5Kγ661とAP-2の
相互作用を阻害することにより抑制された。 
 これらの知見から、海馬神経細胞のスパイ
ンにおいて、PIP5Kγ661はNMDA刺激により
脱リン酸化されてAP-2と相互作用すること
により活性化され、スパインの細胞膜局所で
PIP2を産生することによりAMPA受容体のク
ラスリン依存的エンドサイトーシスを促進
して長期抑制を誘起するという、新たな長期
抑制誘導メカニズムを提唱した。 
 
(2)精子形成におけるPIP5Kの役割 
 個体レベルにおけるPIP5KαおよびPIP5Kβ
の生理機能を解明するために、PIP5Kαと
PIP5KβのKOマウス、および両者のD-KOを作
製し、それらの表現型解析を行った。交配実
験の結果、PIP5Kα-およびPIP5Kβ-KO雄マウ
スは生殖能力が減弱した低妊孕能であり、
D-KO雄マウスは完全に不妊であることが明
らかとなった。野生型精巣の抗体染色により、
PIP5KαとPIP5Kβは共にSertoli細胞と伸長精
子細胞に発現していることが分かった。
D-KOマウス精巣切片所見から、D-KOマウス
図：本研究のストラテジー 
 においては伸長精子細胞数が少なく、その結
果、精子数が減少していることが明らかとな
った。一方、精祖細胞や精母細胞の数には異
常は見られなかった。また、D-KOマウスで
はSertoli細胞と伸長精子細胞の細胞間接着部
位でのF-actinの集積が低く、精細管腔内に異
常なF-actinの集積が見られたことから、
PIP5KαとPIP5Kβの欠損によりアクチン細胞
骨格系が調節不全となり、伸長精子細胞が脱
落していると考えられた。D-KOマウスの精
子は中片部と尾部の形態に異常を呈すると
ともに、運動能力も減弱しており、体外受精
が不可能であった。PIP5Kα-KOマウスの精子
中片部も同様の形態異常を示すが、その表現
系はD-KOマウスに比べれば軽微であった。
一方、PIP5Kβ -KOマウスの精子には顕著な異
常は見られなかった。これらの結果から、
PIP5KαおよびPIP5Kβが協調して精子形成を
制御していることが明らかとなった。 
 
(3)PLDアイソザイムの好中球機能への関与 
 好中球はバクテリア侵入などに対する生
体防御反応を担う重要な細胞であり、活性酸
素産生や酵素放出反応によりその役割を果
たしている。これらの好中球機能は、これま
でに、PLDを介したシグナル伝達系により制
御されることが細胞レベルで示されている。
しかしながら、これらの結果は、PLDによる
phosphatidylcholineの加水分解反応を阻害す
る一級アルコールを用いた解析によるもの
であり、その結果に多くの疑問が残されてい
る。そこで申請者は、PLD１-とPLD2-KOマウ
スおよびD-KOマウスを作製し、これらのマ
ウスから調製した好中球を用いて活性酸素
産生や酵素放出反応におけるPLDの関与を解
析した。 
 PLD１-とPLD2-KOマウスおよびD-KOマウ
スから調製した好中球を用いて、fMLP刺激依
存的な活性酸素産生と酵素放出反応を検討
した結果、予想に反し、これらすべての好中
球において野生型好中球と同程度の反応が
見られた。また、一級アルコールにより、す
べてのマウスから調製した好中球の機能が
阻害された。これらのことから、一級アルコ
ールはPLD以外の機能を阻害するside effect
を持つことが明らかとなり、さらには、既存
の報告とは異なり、PLDがこれら好中球機能
に関わっていないことが示唆された。 
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